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BLAST Quick Start

blast-help@ncbi.nlm.nih.gov
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BLAST Web Searches, 2007
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Seq1:  WHEREISWALTERNOW      (16aa)
Seq2:  HEWASHEREBUTNOWISHERE (21aa)

Global
Seq1: 1                W--HEREISWALTERNOW 16

W  HERE            
Seq2: 1  HEWASHEREBUTNOWISHERE            21

Local
Seq1: 1  W--HERE 5        Seq1:  1 W--HERE  5

W  HERE                   W  HERE
Seq2: 3  WASHERE 9        Seq2: 15 WISHERE 21
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ATGCTGCTAGTCGATGACGTAGCTA

ATGCTGCTAGT
TGCTGCTAGTC

GCTGCTAGTCG
. . .
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AIEKCYTGCTLAQEADDTA

AIE
IEK
EKC
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KCY
CYT

LEK, IDK, IQK, IER, IDR, etc
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A  4
R -1  5
N -2  0  6
D -2 -2 1  6
C  0 -3 -3 -3 9
Q -1  1  0  0 -3  5
E -1  0  0  2 -4  2  5
G  0 -2  0 -1 -3 -2 -2 6
H -2  0  1 -1 -3  0  0 -2  8
I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3  4
L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3  2  4
K -1  2  0 -1 -3  1  1 -2 -1 -3 -2  5
M -1 -1 -2 -3 -1  0 -2 -3 -2  1  2 -1  5
F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1  0  0 -3  0  6
P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4  7
S  1 -1  1  0 -1  0  0  0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1  4
T  0 -1  0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1  1  5
W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1  1 -4 -3 -2 11
Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3  2 -1 -1 -2 -1  3 -3 -2 -2 2  7
V  0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3  1 -2  1 -1 -2 -2 0 -3 -1  4
X  0 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2  0  0 -2 -1 -1 -1

A  R  N  D  C  Q  E  G  H  I  L  K  M  F  P  S  T  W  Y  V  X
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IDK EAD
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BLASTP Summary

YLS HFL
Sbjct 287 LEETYAKYLHKGASYFVYLSLNMSPEQLDVNVHPSKRIVHFLYDQEI 333 

Query   1 IETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISPQNVDVNVHPTKHEVHFLHEESI  47
+E  YA YL K    F+ L +SP+ +DVNVHP+K  V +++ I

HFL  18
HFV  15 
HFS  14
HWL  13
NFL  13
DFL  12
HWV  10
etc  …

YLS  15
YLT  12
YVS  12
YIT  10
etc  …

+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����
��������������������

+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����
������� ��� ���������� ��� ���������� ��� ���������� ��� ���

,�&,�&,�&,�&****�)�-���)�-���)�-���)�-��

Query: IETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISPQNVDVNVHPTKHEVHFLHEESILEV…

�#
�����������������#
�����������������#
�����������������#
����������������

.���.���.���.���****����������-����������-����������-����������-

'�
 ����������'�
 ����������'�
 ����������'�
 ����������$$$$ ����������������������������������������������������

****/��/�/��/�/��/�/��/�����������������������������0
��������
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YLS HFL
Sbjct 287 LEETYAKYLHKGASYFVYLSLNMSPEQLDVNVHPSKRIVHFLYDQEI 333 

Query   1 IETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISPQNVDVNVHPTKHEVHFLHEESI  47

�
������#����������� ���
���	
���
������#����������� ���
���	
���
������#����������� ���
���	
���
������#����������� ���
���	
��

Query   1 IETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISPQNVDVNVHPTKHEVHFLHEESI-LEV… 50
+E  YA YL K    F+YLSL +SP+ +DVNVHP+K  VHFL+++ I + +

Sbjct 287 LEETYAKYLHKGASYFVYLSLNMSPEQLDVNVHPSKRIVHFLYDQEIATSI… 337 

4��
��'�(4��
��'�(4��
��'�(4��
��'�(

+E  YA YL K    F+ L +SP+ +DVNVHP+K  V +++ I

'�
 '�
 '�
 '�
 ****������
��
���&'�()������
��
���&'�()������
��
���&'�()������
��
���&'�()

HFL  18
HFV  15 
HFS  14
HWL  13
NFL  13
DFL  12
HWV  10
etc  …

YLS  15
YLT  12
YVS  12
YIT  10
etc  …

+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����
��������������������

+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����+��
 	�� ����
������� ��� ���������� ��� ���������� ��� ���������� ��� ���

,�&,�&,�&,�&****�)�-���)�-���)�-���)�-��

Query: IETVYAAYLPKNTHPFLYLSLEISPQNVDVNVHPTKHEVHFLHEESILEV…

�#
�����������������#
�����������������#
�����������������#
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blastn nucleotide X nucleotide          
blastp protein X protein                 

6 frame, translated nucleotide searches

blastx nucleotide X protein           
tblastx        nucleotide X nucleotide 
tblastn protein X nucleotide 

What is your goal?
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MegaBLAST
- batch nucleotide queries
- very similar sequences

Discontiguous MegaBLAST
- batch nucleotide queries
- divergent sequences

Word Size

28

11 matches
out of 18
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W = 11, t = 16, coding: 1101101101101101
W = 11, t = 16, non-coding: 1110010110110111
W = 12, t = 16, coding: 1111101101101101
W = 12, t = 16, non-coding: 1110110110110111
W = 11, t = 18, coding: 101101100101101101
W = 11, t = 18, non-coding: 111010010110010111
W = 12, t = 18, coding: 101101101101101101
W = 12, t = 18, non-coding: 111010110010110111
W = 11, t = 21, coding: 100101100101100101101
W = 11, t = 21, non-coding: 111010010100010010111
W = 12, t = 21, coding: 100101101101100101101
W = 12, t = 21, non-coding: 111010010110010010111 

6��������5��
2�72�,����2�82���2����6��������5��
2�72�,����2�82���2����6��������5��
2�72�,����2�82���2����6��������5��
2�72�,����2�82���2����(
�����'�����(
�����'�����(
�����'�����(
�����'�����5��
�����
���������������0�� �����
��5��
�����
���������������0�� �����
��5��
�����
���������������0�� �����
��5��
�����
���������������0�� �����
��
��
�� ��7��������
������
�� 2��11�9��:&!)5;;1��
�� ��7��������
������
�� 2��11�9��:&!)5;;1��
�� ��7��������
������
�� 2��11�9��:&!)5;;1��
�� ��7��������
������
�� 2��11�9��:&!)5;;1****3333
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���������<�9�=��
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���������<�9�=��
�� �����������
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> ���&���&���&���&��������))))

$ ,�
������
�����7
���.�0������

$ +�?�
���/�?�6������

> ������?��
������?��
������?��
������?��


$ +�?�2�/�?�2�+6?

> ������?
������������?
������������?
������������?
������

$ +@?�2�+,?�2�+�?

> ������������

$ "�,�.�0�����

>  �
� �
� �
� �
�

$ ',����0�����

> �	����	����	����	���

$ �,��.�0�����

> � ��������� ��������� ��������� ��������

$ +@�
��������������

> 
��
��
��
��

$ ������0�����

> �
��
��
��
�

$ (A,�.�0�����

> �
��
��
��
�

$ �
���������������

��
������
����0������

> ��	��	��	��	

$ +��������������������

���������������

> ��0?����0?����0?����0?��

$ ��0��������
���
�����
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Protein
• nr

traditional GenBank records

• refseq = NP_, XP_
• swissprot
• pdb
• pat
• env_nr

nr = nr
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Basic Local Alignment Search Tool
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Taxonomy Reports
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Taxonomy Reports

,
#�7�A�,�6�����,
#�7�A�,�6�����,
#�7�A�,�6�����,
#�7�A�,�6�����
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Graphic Overview
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Where do Scores Come From?
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A  T  C  GA  T  C  G
AA 1 -3 -3 -3  
TT -3  1 -3 -3 
CC -3 -3  1 -3  
GG -3 -3 -3  1

#���������

�����<

�������+
	�����

CAGGTAGCAAGCTTGCATGTCA

|| ||||||||||||  ||||| raw score = 19-9* = 10*

CACGTAGCAAGCTTG-GTGTCA

B��
������

�������B��
������

�������B��
������

�������B��
������

�������
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A  4
R -1  5
N -2  0  6
D -2 -2 1  6
C  0 -3 -3 -3 9
Q -1  1  0  0 -3  5
E -1  0  0  2 -4  2  5
G  0 -2  0 -1 -3 -2 -2 6
H -2  0  1 -1 -3  0  0 -2  8
I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3  4
L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3  2  4
K -1  2  0 -1 -3  1  1 -2 -1 -3 -2  5
M -1 -1 -2 -3 -1  0 -2 -3 -2  1  2 -1  5
F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1  0  0 -3  0  6
P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4  7
S  1 -1  1  0 -1  0  0  0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1  4
T  0 -1  0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1  1  5
W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1  1 -4 -3 -2 11
Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3  2 -1 -1 -2 -1  3 -3 -2 -2 2  7
V  0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3  1 -2  1 -1 -2 -2 0 -3 -1  4
X  0 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2  0  0 -2 -1 -1 -1

A  R  N  D  C  Q  E  G  H  I  L  K  M  F  P  S  T  W  Y  V  X

��7�829&

D

F

Negative for less likely substitutions
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Positive for more likely substitutions
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A  4
R -1  5
N -2  0  6
D -2 -2 1  6
C  0 -3 -3 -3 9
Q -1  1  0  0 -3  5
E -1  0  0  2 -4  2  5
G  0 -2  0 -1 -3 -2 -2 6
H -2  0  1 -1 -3  0  0 -2  8
I -1 -3 -3 -3 -1 -3 -3 -4 -3  4
L -1 -2 -3 -4 -1 -2 -3 -4 -3  2  4
K -1  2  0 -1 -3  1  1 -2 -1 -3 -2  5
M -1 -1 -2 -3 -1  0 -2 -3 -2  1  2 -1  5
F -2 -3 -3 -3 -2 -3 -3 -3 -1  0  0 -3  0  6
P -1 -2 -2 -1 -3 -1 -1 -2 -2 -3 -3 -1 -2 -4  7
S  1 -1  1  0 -1  0  0  0 -1 -2 -2 0 -1 -2 -1  4
T  0 -1  0 -1 -1 -1 -1 -2 -2 -1 -1 -1 -1 -2 -1  1  5
W -3 -3 -4 -4 -2 -2 -3 -2 -2 -3 -2 -3 -1  1 -4 -3 -2 11
Y -2 -2 -2 -3 -2 -1 -2 -3  2 -1 -1 -2 -1  3 -3 -2 -2 2  7
V  0 -3 -3 -3 -1 -2 -2 -3 -3 3  1 -2  1 -1 -2 -2 0 -3 -1  4
X  0 -1 -1 -1 -2 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2  0  0 -2 -1 -1 -1

A  R  N  D  C  Q  E  G  H  I  L  K  M  F  P  S  T  W  Y  V  X

��7�829&
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Where do Expect Values Come From?
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Local Alignment Statistics

"�-�C���*λ� �����"�-����*�D

C�-���
���������
�� ���
��
λ -���
�������������
�������
λ�D -�	������� -�&λ��* ��C)E���
��-����������
� 
��-��
�
	
������
� 

"#�����F
���"#�����F
���"#�����F
���"#�����F
���

"�-����	�������
�
	
��� ���������#�������������	��� 
���2�G �

More info: The Statistics of Sequence Similarity Scores
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CAGGTAGCAAGCTTGCATGTCA

|| ||||||||||||  ||||| raw score = 19-9 = 10

CACGTAGCAAGCTTG-GTGTCA

More info: The Statistics of Sequence Similarity Scores
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BLASTN

�����#
,
 ������
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75KJ
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BLASTP
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An alignment BLAST cannot make:
1 GAATATATGAAGACCAAGATTGCAGTCCTGCTGGCCTGAACCACGCTATTCTTGCTGTTG
|| | || || || |  || || ||   ||  |  ||| |||||| | | || | ||| |

1 GAGTGTACGATGAGCCCGAGTGTAGCAGTGAAGATCTGGACCACGGTGTACTCGTTGTCG

61 GTTACGGAACCGAGAATGGTAAAGACTACTGGATCATTAAGAACTCCTGGGGAGCCAGTT
| || ||     ||  ||| ||  | |||||| || | ||||||  |||||  |     |

61 GCTATGGTGTTAAGGGTGGGAAGAAGTACTGGCTCGTCAAGAACAGCTGGGCTGAATCCT

121 GGGGTGAACAAGGTTATTTCAGGCTTGCTCGTGGTAAAAAC
|||| || ||||| ||  ||    |  | ||||  || |||

121 GGGGAGACCAAGGCTACATCCTTATGTCCCGTGACAACAAC

A��
��<

��
���������

�����
	����
�*
J
��4
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4
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7�A�,�������������&	�
��#)�������5

��
�����	���
�����
!��
2�-�

��������5����
�������������������9�7�A�,/Score = 290 bits (741), Expect = 7e-77
Identities = 147/331 (44%), Positives = 206/331 (61%), Gaps = 8/331 (2%)
Frame = +3
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Anopheles gambiae mitochondrion, complete genome.
ACCESSION   NC_002084   GI:5834911

Homo sapiens mitochondrion, complete genome.
ACCESSION   NC_001807   GI:17981852

�����#
,
 ������U

blastn

Anopheles gambiae

H
om

o 
sa

pi
en

s

tblastx

Anopheles gambiae
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www.ncbi.nlm.nih.gov/Class/minicourses/quickblast.html
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Position-Specific Score Matrix

.A4*�

������E, ������� �����������
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A  R  N  D  C  Q  E  G  H  I  L  K  M  F  P  S  T  W Y  V
435 K   -1  0  0 -1 -2  3  0  3  0 -2 -2 1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -2 
436 E    0  1  0  2 -1  0  2 -1  0 -1 -1 0  0  0 -1  0  0 -1 -1 -1
437 S    0  0 -1  0  1  1  0  1  1  0 -1  0  0  0  2  0 -1 -1 0 -1
438 N   -1  0 -1 -1 1  0 -1  3  3 -1 -1 1 -1  0  0 -1 -1 1  1 -1 
439 K   -2  1  1 -1 -2  0 -1 -2 -2 -1 -2  5  1 -2 -2 -1 -1 -2 -2 -1 
440 P   -2 -2 -2 -2 -3 -2 -2 -2 -2 -1 -2 -1  0 -3  7 -1 -2 -3 -1 -1
441 A    3 -2  1 -2  0 -1  0  1 -2 -2 -2 0 -1 -2  3  1  0 -3 -3 0
442 M   -3 -4 -4 -4 -3 -4 -4 -5 -4  7  0 -4  1  0 -4 -4 -2 -4 -1  2 
443 A    4 -4 -4 -4 0 -4 -4 -3 -4  4 -1 -4 -2 -3 -4 -1 -2 -4 -3  4
444 H -4 -2 -1 -3 -5 -2 -2 -4 10 -6 -5 -3 -4 -3 -2 -3 -4 -5  0 -5 
445 R -4  8 -3 -4  0 -1 -2 -3 -2 -5 -4  0 -3 -2 -4 -3 -3 0 -4 -5 
446 D -4 -4 -1  8 -6 -2  0 -3 -3 -5 -6 -3 -5 -6 -4 -2 -3 -7 -5 -5
447 I -4 -5 -6 -6 -3 -4 -5 -6 -5  3  5 -5  1  1 -5 -5 -3 -4 -3  1
448 K 0  0  1 -3 -5 -1 -1 -3 -3 -5 -5 7 -4 -5 -3 -1 -2 -5 -4 -4
449 S 0 -3 -2 -3  0 -2 -2 -3 -3 -4 -4 -2 -4 -5  2  6  2 -5 -4 -4
450 K 0  3  0  1 -5  0  0 -4 -1 -4 -3  4 -3 -2  2  1 -1 -5 -4 -4
451 N -4 -3  8 -1 -5 -2 -2 -3 -1 -6 -6 -2 -4 -5 -4 -1 -2 -6 -4 -5
452 I -3 -5 -5 -6  0 -5 -5 -6 -5  6  2 -5  2 -2 -5 -4 -3 -5 -3  3 
453 M -4 -4 -6 -6 -3 -4 -5 -6 -5  0  6 -5  1  0 -5 -4 -3 -4 -3  0 
454 V   -3 -3 -5 -6 -3 -4 -5 -6 -5  3  3 -4  2 -2 -5 -4 -3 -5 -3  5 
455 K   -2  1  1  4 -5  0 -1 -2  1 -4 -2  4 -3 -2 -3  0 -1 -5 -2 -3
456 N    1  1  3  0 -4 -1  1  0 -3 -4 -4 3 -2 -5 -2  2 -2 -5 -4 -4
457 D   -3 -2  5  5 -1 -1 1 -1  0 -5 -4  0 -2 -5 -1  0 -2 -6 -4 -5
458 L   -3 -1  0 -3  0 -3 -2  3 -4 -2  3  0  1  1 -2 -2 -3  5 -1 -3

Position-Specific Score Matrix
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